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Разработана методика количест-
венного определения суммы фенольных 
соединений корневищ с корнями сабель-
ника болотного с применением сканера и 
компьютерных программ цифровой об-
работки изображений. Предложенная 
методика основана на измерении отра-
жающей способности пятен фенольных 
соединений, нанесенных на хроматогра-
фическую бумагу, после их проявления 
реактивом Брентда, состоящим из сме-
си равных объемов 0,5 % водных раство-
ров железа хлорида (III) и гексациано-
феррата (III) калия. Относительная по-
грешность предложенной методики со-
ставляет 2,52 %. Правильность пред-
ложенной методики проверена путем 
сравнивания с методикой определения 
общего содержания фенольных соедине-
ний с реактивом Фолина-Чокальте. Ре-
зультаты, полученные по предложенной 
методике, статистически не отлича-
ются от результатов методики сравне-
ния: tэксп< tкрит; tэксп=1,47; tкрит (р=0,05; 
f=7)=2,37. 
 
ВВЕДЕНИЕ 
 
В последнее время метод цветомет-
рии – науки о способах измерения цвета и 
его количественном выражении – все шире 
применяют в аналитической химии. Ана-
литическим сигналом, связанным с кон-
центрацией определяемого компонента, в 
методе цветометрии служат цветометриче-
ские характеристики анализируемого об-
разца (координаты цвета в различных сис-
темах - RGB, HSV/HSB, HSL/HLS/HIS, 
Lab, YPbPr, YCbCr/YCC, YUV, YIQ, 
YDbDr, JPEGYCbCr, XYZ, LUV, LCH - 
светлота, насыщенность цвета, яркость 
цвета, цветовой тон и другие), широко ис-
пользуемые в полиграфии [1]. 
С распространением цифровой фото-
графии, настольных сканеров и компью-
терных программ обработки цветного изо-
бражения появился быстрый, объективный 
и эффективный способ оценки цветомет-
рических характеристик окрашенных об-
разцов. Полученный в результате цифро-
вого сканирования файл изображения мо-
жет быть проанализирован как по характе-
ристикам цветности, так и по отражающей 
способности или светлоте [2]. 
Перспективным направлением явля-
ется использование настольного офисного 
сканера в качестве аналитического прибо-
ра, пригодного для измерения цветометри-
ческих характеристик сорбированных на 
бумаге (или тонком слое) окрашенных со-
единений в сочетании с автоматизирован-
ной оценкой результатов анализа с исполь-
зованием стандартных (или специализиро-
ванных) программ. 
Целью данной работы является раз-
работка методики количественного опре-
деления фенольных соединений корневищ 
с корнями сабельника болотного с приме-
нением сканера и компьютерных программ 
цифровой обработки изображений. 
 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
 
В качестве объекта исследования ис-
пользовали три серии образцов корневищ с 
корнями сабельника болотного, заготов-
ленные в сентябре 2007 г. в местах естест-
венного произрастания в окрестностях г. 
Витебска Республики Беларусь. Собран-
ные образцы высушивали в тени при ком-
натной температуре. До проведения анали-
зов образцы хранились в бумажных паке-
тах при комнатной температуре. 
В качестве стандартного образца на-
ми были избрана галловая кислота – ком-
понент дубильных веществ. В качестве 
Вестник фармации №4 (42) 2008 
 7
проявляющего реактива был использован 
реактив Брентда, известный в различных 
модификациях и состоящий из смеси вод-
ных растворов железа хлорида (III) и гек-
сацианоферрата (III) калия (феррициани-
да), иногда с добавлением кислот и спир-
тов, этилового или метилового. Указанный 
реактив образует окрашенный в темно-
синий цвет, плохо растворимый в воде 
продукт (берлинскую лазурь) практически 
со всеми фенольными соединениями (ри-
сунок 1) и в настоящее время достаточно 
широко применяется как для проявления 
бумажных и тонкослойных хроматограмм 
[3], так и для количественного определе-
ния фенольных соединений в растворах 
или растительных экстрактах [4]. 
Это, вероятно, самый простой и бы-
стрый метод для определения общего ко-
личества полифенольных соединений [5, 
6]. Недостатком этого метода является 
низкая стабильность (выпадение в осадок) 
окрашенного продукта реакции во времени 
и увеличивающаяся со временем оптиче-
ская плотность и, как следствие, окраска, 
что требует проведения измерений оптиче-
ской плотности растворов через строго оп-
ределенные интервалы времени [6]. 
 
Фенольные 
соединения 3Fe(CN)6
3- Окисленные
фенольные 
соединения
4Fe3+ Fe4[Fe(CN)6]3
Берлинская 
лазурь  
Рис.1. Механизм образования берлинской лазури 
 
В значительной степени эти 
недостатки удалось преодолеть включе-
нием в состав реакционной смеси защит-
ного коллоида аравийской камеди [4]. 
 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
 
На первом этапе работы нами была 
экспериментально подобрана оптимальная 
концентрация проявляющего реактива. Ре-
актив готовили смешиванием равных объ-
емов водных растворов железа хлорида 
(III) и гексацианоферрата (III) калия. Были 
испытаны концентрации исходных компо-
нентов в пределах от 0,25 до 2%. Наилуч-
шие результаты при минимальной окраске 
фона были получены при концентрации 
проявляющего реактива, равной 0,5%, ко-
торую использовали во всей дальнейшей 
работе. 
На втором этапе был изучен характер 
зависимости цветометрических характе-
ристик пятен проявленных фенольных со-
единений от их количества по разработан-
ной нами методике. С этой целью в 96 лу-
ночных планшетах была приготовлена се-
рия разведений растворов галловой кисло-
ты в спирте этиловом в пределах от 0,12 до 
1,08 мкг/мкл. По 5 мкл полученных рас-
творов с помощью микропипетки наноси-
ли в виде полосок длиной около 5 см и 
шириной около 0,5 см на хроматографиче-
скую бумагу размером 9 на 12 см, а затем 
высушивали с помощью фена. После нане-
сения всех растворов проводили проявле-
ние путем погружения бумаги с нанесен-
ными пробами на 1-2 мин в 0,5% водный 
раствор железа хлорида (III) и гексациано-
феррата (III) калия. Фенольные соединения 
проявлялись в виде полосок темно-синего 
цвета на бесцветном или слегка голубова-
том фоне.  
Бумагу вынимали из проявляющего 
реактива, давали стечь его избытку, а за-
тем проявленную хроматограмму помеща-
ли между двумя стеклами и сканировали.  
В работе применяли сканер EPSON 
Perfection 1270 в следующем режиме: 
RGB, 24 бит, 300 dpi. Полученное цифро-
вое изображение обрабатывали с помощью 
компьютерной программы Imagej ver. 
1.41h (http://rsbweb.nih.gov) в нескольких 
режимах. Первый, наиболее простой, за-
ключался в выравнивании фона цветного 
изображения - Process – Subtract Back-
ground (Rolling 50) и определении отра-
жающей способности пятен Analyze – Gels 
– Select Lanes 1 – Plot Lanes – Wand tool. 
В результате была получена денсито-
грамма, на которой четко прослеживается 
пропорциональность в высоте и площади 
пиков интенсивности окраски (отражаю-
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щей способности) пятен от нанесенного количества галловой кислоты (рис. 2). 
 
 
 
 
Рис. 2. Денситограмма различных количеств галловой кислоты 
 
Это позволило построить калибро-
вочный график зависимости площади (в 
пикселах) пиков отражающей способности 
проявленных пятен галловой кислоты от ее 
количества в пятне. Полученный график 
представлен на рисунке 3. 
 
Рис. 3. График зависимости площади пятна (в пикселах) от концентрации галловой  
кислоты (мкг/мкл) 
 
Как видно из приведенных на рис. 3 
данных, наблюдается линейная зависи-
мость площади пиков отражающей спо-
собности пятен галловой кислоты от ее ко-
личества в пятне. Уравнение калибровоч-
ного графика: 
Y = a + bХ = 922,74 + 1937,70×Х  
(R2 = 0,9946) 
Для определения воспроизводимости 
предложенной методики были проведены 
опыты с нанесением по 5 мкл растворов 
галловой кислоты в концентрации 3,0 
мкг/мкл в десятикратной повторности. По-
лученные данные (площади пиков в пиксе-
лах) были обработаны статистически. 
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Таблица 1 - Метрологическая характеристика методики в опытах с растворами  
галловой кислоты 
Стандартный образец S  n S t(p,f) ∆х ε,% εn=3,% 
Галловая кислота 7899,97 10 848,86 2,26 526,12 6,66 3,85 
 
Как можно видеть из приведенных в 
таблице 1 данных, предложенная методика 
позволяет определять количество галловой 
кислоты с достаточно высокой точностью, 
сравнимой с таковой при использовании 
других методов. 
Второй, более сложный по сравне-
нию с первым, способ обработки изобра-
жения заключается в разделении его на ка-
налы (своеобразные светофильтры) в ко-
ординатах RGB (каналы Red - красный, 
Green - зеленый, Blue - синий и HSV/HSB 
(каналы Hue - цвет, Saturation – насыщен-
ность, Brightness – яркость). Затем, как в 
первом случае, проводится выравнивание 
фона изображения - Process – Subtract 
Background (Rolling 50) и определение от-
ражающей способности проявленных пя-
тен галловой кислоты Analyze – Gels – Se-
lect Lanes 1 – Plot Lanes – Wand tool. В ре-
зультате были получены денситограммы, 
представленные на рисунке 4. 
 
Рис. 4. Денситограмма проявленных пятен различных количеств галловой кислоты в 
каналах цветовых координат RGB и HSV/HSB 
 
Как видно из данных, представлен-
ных на рисунке 4, наиболее четко просле-
живается зависимость между количеством 
галловой кислоты в пятне и размерами пи-
ков (высота, площадь) на денситограммах 
для каналов Red - красный, Green – зеле-
ный в координатах RGB и Brightness в ко-
ординатах HSV/HSB. Соответствующие 
уравнения калибровочных графиков пред-
ставлены ниже: 
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Brightness: Y = a + bХ = 771,7600 + 1236,4844×X (R2  = 0,9942) 
 
Green:  Y = a + bХ = 432,9574 + 2077,6657×X (R2  = 0,9966) 
 
Red:  Y = a + bХ = 1793,8614 + 1964,1992×X (R2 = 0,9877) 
 
Однако, учитывая наблюдаемое со 
временем некоторое углубление окраски 
фона, которое не удалось устранить изме-
нением состава реактива и условий прояв-
ления, при определении содержания фе-
нольных соединений в растворах или рас-
тительных экстрактах целесообразно ис-
пользовать внешний или внутренний стан-
дарты. Методика анализа в этом случае 
предлагается следующая. 
 
МЕТОДИКА 
 
Аналитическую пробу корневищ с 
корнями сабельника болотного измельча-
ют до размера частиц (250). Около 0,500 г 
(точная навеска) измельченного сырья по-
мещают в кругло-донную колбу вместимо-
стью 50 мл, прибавляют 10 мл 70% спирта 
этилового, закрывают пробкой, взвешива-
ют с погрешностью ±0,01 г, затем присое-
диняют к обратному холодильнику и на-
гревают  на кипящей водяной бане в тече-
ние 20 мин. После охлаждения до комнат-
ной температуры колбу с пробкой взвеши-
вают и доводят до первоначальной массы 
70 % спиртом этиловым. Содержимое кол-
бы центрифугируют в течение 10 – 15 мин 
со скоростью 2-3 тыс. об/мин. Полученный 
экстракт корневищ с корнями сабельника 
болотного разводят в 10-12 раз. 
Затем наносят по 5 мкл разведенного 
экстракта корневищ с корнями сабельника 
болотного и стандартного раствора галло-
вой кислоты с концентрацией 0,6 мкг/мкл 
в трех повторностях.  
Нанесение на хроматографическую 
бумагу размером 9 на 12 см осуществляют 
с помощью микропипетки в виде полосок 
длиной около 5 см и шириной около 0,5 
см, чередуя разведенный экстракт корне-
вищ с корнями сабельника болотного и 
раствор галловой кислоты, а затем высу-
шивают с помощью фена. После нанесения 
всех растворов проводят проявление путем 
погружения бумаги с нанесенными проба-
ми на 1-2 мин в 0,5% водный раствор же-
леза хлорида (III) и гексацианоферрата (III) 
калия. Затем хроматографическую бумагу 
вынимают из проявляющего реактива и 
дают стечь его избытку в течение 3-4 мин. 
Проявленную хроматограмму помещают 
между двумя стеклами и сканируют на 
сканере EPSON Perfection 1270 режиме 
RGB, 24 бит, 300 dpi. Полученное цифро-
вое изображение обрабатывают с помо-
щью компьютерной программы Imagej ver. 
1.41 (способ 1, см. выше). Исходя из сред-
них значений площадей пиков экстракта 
корневищ с корнями сабельника болотного 
и раствора галловой кислоты, рассчитыва-
ют содержание суммы фенольных соеди-
нений в процентах (Х) по формуле 1: 
 
31
2211 100
VmS
nVSVCX ××
×××××=  (1), 
 
где: 
C1 – концентрация раствора галловой ки-
слоты, мкг/мкл (0,6); 
V1 – объем наносимой пробы раствора 
галловой кислоты, мкл (5); 
S2 – площадь пика экстракта корневищ с 
корнями сабельника болотного, пикселы; 
V2 – объем экстракта, мл (10); 
n – кратность разведения, раз (12); 
S1 – площадь пика раствора галловой ки-
слоты, пикселы; 
m – масса навески сырья, мг; 
V3 – объем наносимой пробы экстракта 
корневищ с корнями сабельника болотно-
го, мкл (5). 
Метрологические данные результатов 
количественного определения суммы фе-
нольных соединений представлены в таб-
лице 2. 
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Таблица 2 – Метрологическая характеристика методики количественного определения 
суммы фенольных соединений в корневищах с корнями сабельника болотного 
X ,% n S S
2 t(p,f) ∆х ε,% εn=3,% 
5,77 10 0,17 0,03 2,26 0,15 2,52 1,46 
 
Как можно видеть из приведенных в 
таблице 2 данных, относительная погреш-
ность предложенной методики не превы-
шает 2,52 %. 
Правильность [7] предложенной ме-
тодики проверяли, сравнивая результаты с 
известной методикой определения общего 
содержания фенольных соединений, в пе-
ресчете на галловую кислоту, с реагентом 
Фолина-Чиокальте, содержащим фосфо-
ромолибдат и вольфрамат натрия [8]. 
Результаты, полученные по предло-
женной нами методике, статистически не 
отличаются от результатов методики срав-
нения: tэксп< tкрит; tэксп=1,47; tкрит (р=0,05; 
f=7)=2,37. 
 
ВЫВОДЫ 
 
Разработана методика количествен-
ного определения фенольных соединений 
корневищ с корнями сабельника болотного 
с применением сканера и компьютерных 
программ цифровой обработки изображе-
ний. Предложенная методика выгодно от-
личается быстротой проведения анализа, 
экспрессностью, возможностью одновре-
менного анализа нескольких проб. Пред-
ложенная методика может быть легко 
адаптирована для определения фенольных 
соединений в других растительных объек-
тах, а также извлечениях из лекарственно-
го растительного сырья (настои, отвары, 
настойки, экстракты). 
 
SUMMARY 
O.A. Yorshyk, G.N. Buzuk 
THE USAGE OF A SCANNER AND COM-
PUTER PROGRAMS FOR DIGITAL IM-
AGE CALIBRATION FOR THE PURPOSE 
OF QUANTITATIVE DEFINITION OF 
PHENOL COMPOSITIONS IN RHY-
ZOMES WITH ROOTS OF COMARUM 
PALUSTRE L. 
The methodics of quantitative definition 
of the sum of phenol compositions in rhy-
zomes with roots of Comarum palustre has 
been elaborated using a scanner and computer 
programs for digital image calibration. The 
suggested methodics is based upon measuring 
the reflective capacity of phenol composition 
spots, placed on chromatographie paper, after 
their development by Brendt reagent, consist-
ing of a mixture of equal volumes 0,5 % wa-
ter solutions of ferrum chloride (III) and po-
tassium ferricyanide. The relative error of the 
suggested methodics constitutes 2,52%. The 
correctness of the suggested methodics has 
been tested by ways of comparing with the 
methodics of definitions of general contents 
of prend compositions with the Folin-
Chiocalte reagent. The results, obtained ac-
cording to the suggested methodics do not 
differ statistically from the results of the com-
parative methodics texp< tcrit; texp=1,47; tcrit 
(р=0,05; f=7)=2,37. 
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ТАКСОНОМИЧЕСКАЯ ЗНАЧИ-
МОСТЬ МОРФОЛОГИЧЕСКИХ ПРИ-
ЗНАКОВ ЛИСТА И ПОБЕГА ВОС-
ТОЧНОЕВРОПЕЙСКИХ ВИДОВ ИВ 
 
Витебский государственный  
медицинский университет 
 
Изучено таксономическое значе-
ние 13 морфологических признаков 
листа и побега 13 видов ив (Salix 
triandra L., S. pentandra L., S. alba L., S. 
fragilis L, S. myrsinifolia L., S. сaprea L., 
S. cinerea L., S. aurita L., S. dasyclados 
Wimm., S. viminalis L., S. acutifolia 
Willd., S. daphnoides Vill., S .рurpurea L.) 
с помощью одно- и многомерных мето-
дов математической статистики. Все 
они достоверно отличаются друг от 
друга по 13 морфологическим призна-
кам. Установлено, что наиболее зна-
чимыми признаками являются угол 
верхушки и основания листа, длина и 
ширина листовой пластинки, а также 
длина черешка и толщина побега. 
Приведены формулы для более объек-
тивной оценки видовой принадлежно-
сти ив, включающие средние значения 
10 морфологических признаков. 
 
ВВЕДЕНИЕ 
 
Изучение морфологических при-
знаков растений обычно проводится с так-
сономическими целями, т.е. с целью выде-
ления более или менее однородных групп, 
отличающихся друг от друга. В случаях, 
когда такие группы имеют резкие различия 
хотя бы по 1-2 признакам, определение их 
таксономической принадлежности не со-
ставляет труда. Например, желтые или бе-
лые цветки, наличие шпорца или опуше-
ния. Но как быть, когда различия касаются 
не качественных, а количественных при-
знаков, к тому же нерезко выраженных? У 
ботаников есть понятие «определение по 
габитусу», т.е. визуальная комплексная 
оценка всех видимых признаков сразу. При 
достаточном опыте такой метод очень то-
чен, однако страдает субъективизмом, ведь 
в большинстве случаев конкретного при-
знака нет или он отсутствует в данную фе-
нофазу [1]. 
Таким образом, назрела необходи-
мость в разработке более объективных ме-
тодов оценки таксономической принад-
лежности сложных в определении видов. 
Одним из таких методов вполне может яв-
ляться канонический анализ. Он относится 
к методам многомерной статистики и в ли-
тературе иногда встречается под названи-
ем «дискриминантный анализ». Он обла-
дает рядом преимуществ перед другими 
многомерными статистическими метода-
ми. Так, по сравнению с факторным анали-
зом и методом главных компонент он учи-
тывает не только межгрупповую, но и 
внутригрупповую изменчивость и взаимо-
связанность признаков. По сравнению с 
широко распространенным кластерным 
методом он позволяет проводить оценку 
таксономической значимости признаков, в 
то время как в кластерном анализе они 
рассматриваются как равноценные или им 
присваиваются субъективные коэффици-
енты. Кроме того, кластерный анализ чаще 
всего используют для выяснения родст-
венных связей уже выделенных таксонов. 
Метод многомерного шкалирования более 
нагляден, но в целом имеет те же недос-
татки, что и кластерный анализ [2]. 
Канонический анализ позволяет од-
новременно выделить закономерности 
межгрупповой вариации, свободные от 
влияния внутригрупповой изменчивости, 
интерпретировать морфологический смысл 
